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Credo di poter affermare che nella ricerca scientifica né il 
grado di intelligenza né la capacità di eseguire e portare a 
termine il compito intrapreso siano fattori essenziali per 
la riuscita e per la soddisfazione personale. Nell'uno e 
nell'altro contano maggiormente la totale dedizione e il 
chiudere gli occhi davanti alle difficoltà: in tal modo 
possiamo affrontare i problemi che altri, più critici e più 
acuti, non affronterebbero. 
Rita Levi Montalcini 
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RIASSUNTO 
 
Risposta a livello genomico e comportamentale conseguente 
l’assunzione di alcol.” 
L’alcol, insieme al fumo, l’attività fisica e l’alimentazione, ha assunto un’ 
importanza sempre maggiore soprattutto per le conseguenze che l’uso eccessivo 
di bevande alcoliche può avere sui consumatori, i giovani in particolare, tanto da 
parlare di grave pericolo per la salute individuale e collettiva. Il consumo di alcol è 
fortemente influenzato dal contesto culturale, sociale, economico e politico.  
Il danno causato dall'alcol, oltre che al bevitore, si estende alle famiglie e alla 
collettività, gravando sull'intera società: da qui l’idea di uno studio sulla Genetica 
dell’alcol. 
Il consumo di alcol e i suoi effetti tossici sono influenzati da fattori ambientali e 
genetici che ne variano la farmacocinetica, da ciò consegue un’ampia variabilità 
interetnica e interindividuale. Il metabolismo dell’etanolo avviene principalmente a 
livello epatico a carico degli enzimi alcol deidrogenasi (ADH), che ossidano 
l’etanolo ad acetaldeide, e aldeide deidrogenasi (ALDH) che trasformano 
l’acetaldeide in acetato. Un terzo enzima metabolizza solo il 10% dell’etanolo in 
acetaldeide. Questo enzima è un’ isoforma del citocromo  P450 2E1 (CYP2E1).  
Sulla base delle evidenze emerse da un recente studio di espressione genica 
(Yukiko Kimura et al., 2009) il presente progetto di tesi ha previsto l’allestimento di 
uno studio di real-time RT-PCR al fine di valutare l’espressione del gene ALDH2 
nei linfociti prima  e dopo l'assunzione di alcol. Dodici individui volontari hanno 
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accettato, tramite la firma di un consenso informato, di sottoporsi a prelievi di 
sangue in 4 tempi. Il primo prelievo è stato effettuato prima della somministrazione 
di alcol, i successivi tre sono stati effettuati rispettivamente dopo 1, 2 e 3 ore 
dall’assunzione di alcol. La quantità di vino da somministrare (0,4 g di etanolo per 
Kg di peso corporeo di un vino al 13 % in etanolo) è stata calcolata correggendo 
per il sesso e la superficie corporea. 
Dal sangue ottenuto è stato estratto l’RNA che, dopo retrotrascrizione a cDNA, è 
stato sottoposto a RT real time PCR. 
Gli stessi volontari hanno inoltre accettato di donare il proprio DNA tramite uno 
sciacquo buccale con una soluzione salina allo 0,9% NaCl. Tali soggetti sono stati 
dunque genotipizzati per il polimorfismo rs886205 (-360G/A) presente nella 
regione 5’-UTR del gene ALDH2 al fine di investigare la possibile correlazione tra 
tale variazione e differenti profili di espressione genica.  
La genotipizzazione è avvenuta tramite PCR allele specifica (ASO-PCR) seguita 
da corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2%. 
In collaborazione con il dipartimento Vie e Trasporti della Facoltà di Ingegneria 
dell’Università di Pisa è’ stato inoltre condotto uno studio parallelo sul VNTR 40 pb 
presente nella regione 3’-UTR del gene DAT1 che sembra essere coinvolto nella 
patogenesi dell’ Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD). 
Quaranta volontari si sono sottoposti ad una simulazione di guida durante la quale 
la macchina perde aderenza, in modo da calcolare per ciascuno soggetto il tempo 
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necessario per riportare il veicolo in traiettoria. Tale test è stato condotto sia in 
condizioni di sobrietà sia dopo aver assunto alcol.  
La quantità di vino da somministrare per ciascun soggetto è calcolata in base alla 
sua superficie corporea, come se fosse un farmaco, utilizzando il calcolatore on-
line Body Surface Area Calculator for medication doses( http://www.halls.md/body-
surface-area/bsa.htm ). La genotipizzazione è avvenuta tramite PCR e 
elettroforesi su gel di agarosio al 2,5%. 
Le analisi sono tese a valutare l’effetto dell’etanolo sull’attenzione e la capacità di 
riflesso durante la guida nonchè l’eventuale correlazione tra il VNTR 40 pb e una 
differente reazione allo stimolo indotto. 
Risultati:  
I nostri risultati finora non seguono quelli ottenuti da Kimura et al. nel2009  su un 
campione di 21 maschi giapponesi, in cui tutti i volontari hanno mostrato un 
aumento dei livelli dell’mRNA di ALDH2  dopo l’ingestione di etanolo 
indipendentemente dal genotipo per rs886205 . Al contrario i nostri dati  non 
mostrano un significativo aumento dell’espressione diALDH2 sia nel gruppo 1, 
soggetti con genotipo wild type (GG), sia nel gruppo 2 soggetti eterozigoti (G/A) + 
omozigoti per l’allele minore (A/A). La dose di vino da somministrare è stata 
leggermente modificata rispetto allo studio condotto da Kimura, normalizzandola 
sulle differenze di genere e BSA. La dose ottenuta infatti varia da uno a due 
bicchieri di vino a persona, rendendola molto più  vicina alla realtà, in modo che i 
nostri dati possano essere utili nel contesto sociale. I nostri campionamenti sono 
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ancora troppo piccoli per poter trarre conclusioni definitive, ma aumentando il 
numero dei soggetti i risultati potrebbero cambiare. Lo studio verrà proseguito 
organizzando nuovi test e possibilmente allargato ad altri geni coinvolti nella 
tossicocinetica dell’etanolo. 
Le nostre simulazioni di guida hanno mostrato un rallentamento significativo del 
tempo di reazione di fronte a un evento improvviso dopo l'assunzione di una 
quantità moderata di alcool nei soggetti omozigoti per l’allele 9 repeat. 
I tempi di reazione sono maggiori nei soggetti omozigoti ed eterozigoti per l’allele 
10 repeat. Tale compromissione può essere dovuta in parte agli effetti dell'alcol sul 
cervelletto. 
Nel confronto generale tra i due gruppi di volontari, in stato di sobrietà e dopo 
l’assunzione di alcool, i tempi di reazioni nel secondo gruppo aumentano di cerca 
un secondo confermando la relazione tra l’assunzione di alcool e una diminuzione 
delle capacità alla guida. Negli studi precedenti l'associazione tra DAT1 e il 
danneggiamento delle funzioni cognitive era stato riportato solo in modo indiretto 
in quanto gene candidato per l'ADHD. I nostri studi preliminari, sembrano 
suggerire una forte associazione dell’allele 10 repeat  con i tempi di reazione e 
una reazione più rapida nei soggetti omozigoti per l’allele 9 repeat. Se 
aumentando il campionamento il nostro risultato preliminare fosse confermato noi 
potremmo portare una prova diretta.   
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ABSTRACT: 
“Response to the genomic and behavioral level resulting in 
intake of alcohol." 
Alcohol, along with smoking, physical activity and nutrition, has taken a 'growing 
importance especially for the consequences of the excessive use of alcohol can 
have on consumers, especially youth, so much to talk about serious danger to 
individual and collective health. Alcohol consumption is strongly influenced by 
cultural, social, economic and political. The damage caused by alcohol, as well as 
the drinker, extends to families and communities, affecting the entire society, 
hence the idea of a study on the genetics of alcohol. The consumption of alcohol 
and its toxic effects are influenced by environmental and genetic factors that vary 
the pharmacokinetics, it follows a wide interindividual and interethnic variability. 
The metabolism of ethanol in the liver is mainly dependent enzyme alcohol 
dehydrogenase (ADH), which oxidize ethanol to acetaldehyde, and aldehyde 
dehydrogenase (ALDH) which convert acetaldehyde into acetate. A third enzyme 
metabolizes only 10% ethanol to acetaldehyde. This enzyme is a isoform of 
cytochrome P450 2E1 (CYP2E1). On the basis of the evidence emerged from a 
recent study of gene expression (Yukiko Kimura et al., 2009) this thesis project 
has provided for the preparation of a study of real-time RT-PCR to evaluate gene 
expression ALDH2 in lymphocytes before and after alcohol intake. Twelve people 
have accepted voluntary, by signing an informed consent to undergo blood tests in 
4 days. The first sampling was performed prior to administration of alcohol, the 
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next three were paid after 1, 2 and 3 hours of alcohol. The amount of wine to be 
administered (0.4 g of ethanol per kilogram of body weight of a wine to 13% in 
ethanol) was calculated by correcting for sex and body surface area.  
From the blood obtained was extracted RNA after reverse transcription to cDNA 
was subjected to RT real time PCR. The same volunteers also agreed to donate 
their DNA through a mouth rinse with a sterile 0.9% NaCl.  
These subjects were then genotyped for the rs886205 polymorphism (-360g / A) 
present in the 5'-UTR region of the ALDH2 gene in order to investigate the 
possible correlation between this variation and different gene expression profiles. 
Genotyping was carried out through allele specific PCR (ASO-PCR) followed by 
electrophoresis on 2% agarose gel.  
In collaboration with the Roads and Transport department of the Faculty of 
Engineering, University of Pisa is 'a parallel study was also conducted on the 40 
bp VNTR in the region 3'-UTR of the DAT1 gene that appears to be involved in the 
pathogenesis of' Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD). Twenty-eight 
students from the Faculty of Engineering will undergo a driving simulation in which 
the car loses grip in order to calculate the time required for each person to return 
the vehicle trajectory. This test was conducted in a state of sobriety or after taking 
alcohol.  
The amount of wine administered to each subject is calculated based on its body 
surface, as if it were a drug, using the computer on-line Body Surface Area 
Calculator for Medication Doses (http://www.halls.md/body- surface-area/bsa.htm).  
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Genotyping was carried out through PCR and electrophoresis on agarose gel 
2.5%. 
The analysis, still ongoing, are intended to assess the effect of ethanol on 
attention and the ability to reflect while driving and the possible correlation 
between the 40 bp VNTR and a different reaction to the stimulus induced.  
Results:  
Our results so far do not follow those obtained by Kimura et al. nel2009 on a 
sample of 21 Japanese men, in which all the volunteers showed an increase in 
mRNA levels of ALDH2 after ingestion of ethanol regardless of the genotype for 
rs886205. In contrast, our data do not show a significant increase in the 
expression diALDH2 both in group 1, patients with wild type genotype (GG) and in 
group 2 heterozygotes (G / A) + homozygous for the minor allele (A / A ). The 
administered dose of wine has been slightly modified compared to the study by 
Kimura, gender differences and normalized to the BSA. The dose obtained it 
varies from one to two glasses of wine per person, making it much closer to reality, 
so that our data may be useful in a social context. Our samples are too small to 
draw definite conclusions, but increasing the number of people could change the 
results. The study will be continued by organizing new tests and possibly extended 
to other genes involved in ethanol toxicokinetics.  
Our driving simulations showed a significant slowing of reaction time before a 
sudden event after taking a moderate amount of alcohol in subjects homozygous 
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for the 9 repeat allele. The reaction times are greater in subjects homozygous and 
heterozygous for the 10 repeat allele.  
This impairment may be due in part to the effects of alcohol on the cerebellum.  
In general comparison between the two groups of volunteers in a state of sobriety 
and after drinking alcohol, the reaction times in the second group increased by a 
second look confirmed the relationship between alcohol consumption and 
decreased ability to drive . In previous studies the association between DAT1 and 
damage of cognitive functions was reported only in an indirect way as a candidate 
gene for ADHD. Our preliminary studies suggest a strong association with allele 
10 repeat reaction times and a more rapid in subjects homozygous for the 9 repeat 
allele. 
If increasing sampling our preliminary result was confirmed we could bring a direct 
proof.  
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CAPITOLO 1 
INTRODUZIONE 
 
L’alcool, insieme al fumo, l’attività fisica e l’alimentazione, ha assunto una 
importanza sempre maggiore soprattutto per le conseguenze che l’uso eccessivo 
di bevande alcooliche può avere sui consumatori, i giovani in particolare, tanto da 
parlare di grave pericolo per la salute individuale e collettiva.  
Il consumo di alcool è fortemente influenzato dal contesto culturale, sociale, 
economico e politico. Il danno causato dall'alcool, oltre che al bevitore, si estende 
alle famiglie e alla collettività, gravando sull'intera società: si stima infatti che i 
prodotti alcoolici siano responsabili del 9% della spesa sanitaria. 
     
(Fig.1  consumo procapite bevande alcoliche 1980-2000) 
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1.1 METABOLISMO E TOSSICO-CINETICA DELL’ETANOLO 
L’etanolo è un alcool a catena corta ed è anche chiamato più semplicemente 
alcool essendo presente in tutte le bevande alcooliche (1). Dopo somministrazione 
orale, l’etanolo è prontamente assorbito dallo stomaco e dal tratto 
gastrointestinale; l’assorbimento avviene per il 20% attraverso le pareti dello 
stomaco per diffusione passiva, la restante parte viene assorbita dal tratto 
intestinale a livello del duodeno (6).. Non tutto l’alcool viene metabolizzato a livello 
epatico (95-98 %), ma una piccola parte viene eliminato attraverso le urine (0,3%) 
, il sudore (0.1%) e il respiro (0.7%) (6,7). La molecola, una volta che giunge nel 
circolo sanguineo, si distribuisce uniformemente nello spazio acquoso 
dell’organismo.  
 
 
 
 
 
 
 
(Fig.2 metabolismo dell’etanolo) 
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L’etanolo è infatti altamente solubile in acqua, e non ha la necessità di legarsi alle 
proteine plasmatiche. Andandosi a distribuire su tutta l’acqua corporea, c’è una 
stretta correlazione tra volume di distribuzione dell’etanolo e superficie corporea 
(6). In generale, a parità di peso, le donne hanno più grasso corporeo rispetto agli 
uomini, semplicemente per motivi fisiologici e a ciò consegue un aumento del 
picco della concentrazione di etanolo nel sangue. Non solo la diversità di peso può 
influire sull’andamento della curva di smaltimento ma le misure della velocità di 
eliminazione dell’etanolo ad alte dosi sono differenti a causa della natura non-
lineare della farmacocinetica dell’etanolo (4). In sintesi, dopo l’ingestione orale la 
farmacocinetica deve tener conto (1) dell’assorbimento attraverso il tratto 
intestinale perché l’etanolo è assorbito molto più efficacemente dall’intestino 
tenue; la velocità dello svuotamento gastrico diventa dunque un fattore che 
determina la velocità di aumento delle concentrazione di alcool nel sangue. (2) 
Della distribuzione di etanolo nel corpo e (3) dell’eliminazione dell’etanolo dal 
corpo che avviene principalmente attraverso processi metabolici del fegato (5). 
Questi tre processi sono condizionati da fattori genetici e ambientali. Per esempio, 
lo svuotamento gastrico e l’assorbimento variano con la concentrazione 
dell’etanolo nelle bevande, con la velocità di ingestione dell’etanolo e con la 
presenza di cibo nello stomaco o con la sua ingestione concomitante. Allo stesso 
modo anche il picco del blood alcohol concentration (BAC), il tempo per 
raggiungere il picco BAC e l’acqua corporea totale, relativa all’altezza e al peso 
del corpo, sono influenzati sia da fattori genetici che ambientali (5). La velocità del 
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metabolismo è influenzata, più precisamente, da variazioni genetiche presenti nei 
geni codificanti per gli enzimi coinvolti nel metabolismo dell’etanolo. Gli enzimi più 
rilevanti del metabolismo dell’alcool sono l’alcool deidrogenasi (ADH), l’aldeide 
deidrogenasi (ALDH) e l’isoforma del citocromo P450 (CYP2E1). Nel citosol degli 
epatociti l’ADH ossida l’etanolo ad acetaldeide, come nella seguente reazione:  
CH3CH2OH + NAD+ → CH3CHO + NADH + H+ 
L’enzima utilizza come cofattore il NAD+ che si riduce a NADH. La reazione 
catalizzata dalla classe 1 dell’ ADH è reversibile ed ha un’ alta affinità (Km = 0.05-
0.1 g/l) e bassa capacità enzimatica, infatti viene saturato dopo poche bevute. 
L’acetaldeide è il primo metabolita prodotto ed è altamente tossico. Esso viene 
ossidato ad acetato in una reazione non reversibile grazie alla forma mitocondriale 
dell’ALDH.  
Come illustrato nella seguente reazione: 
CH3CHO + NAD+ + H20 → CH3COOH + NADH + H+ 
                                                                                   (Ronald f. - 1989) 
Dato che l’enzima ha un Km molto bassa, l’eliminazione dell’acetaldeide è molto 
efficiente, così che il prodotto viene eliminato poco dopo la sua produzione (2) . 
Anche l’ ALDH utilizza come cofattore il NAD+  che si riduce a NADH. Durante il 
metabolismo il rapporto di NAD+ / NADH aumenta notevolmente alterando lo stato 
redox della cellula e provocando una serie di effetti negativi dovuti al consumo di 
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alcool. La riossidazione epatica del NADH rappresenta il fattore limitante di tutto il 
processo metabolico dell’etanolo (6). L’acetaldeide prodotta nel citoplasma degli 
epatociti attraversa liberamente la membrana interna mitocondriale ed è ossidata 
ad acetato nella matrice con il rilascio di NADH ridotto, che è immediatamente 
disponibile per la catena di trasporto degli elettroni. In assenza di un accettore di 
ioni idrogeno citosolico  i NADH provenienti  dalla prima reazione del metabolismo 
dell’etanolo non possono essere utilizzati direttamente e devono essere riossidati 
a NAD+, con il procedere delle reazioni diminuisce la quantità di NAD+ e aumenta 
quella di NADH, interviene dunque un sistema navetta malato_ aspartato, 
codificato dal gene SLC25A13, che trasforma l’ossalacetato in malato con 
consumo di NADH, e fuoriuscita di NAD+. Il malato prodotto è trasportato nel 
mitocondrio dove viene riconvertito in 
ossalacetato con conseguente 
rigenerazione di NADH. 
L’ossalacetato successivamente viene 
trasformato in aspartato sempre a livello 
del mitocondrio, per essere poi trasportato 
nel citosol, dove è riconvertito in 
ossalacetato.   Inoltre il cambiamento nel 
rapporto tra NAD+/NADH disponibili può 
influenzare altri meccanismi metabolici nel 
fegato. (8-9).  
(Fig.3 sistema navetta malato-aspartato) 
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 Un secondo pathway importante nel metabolismo dell’etanolo è il sistema di 
ossidazione microsomiale dell’etanolo (MEOS), a livello del  reticolo 
endoplasmatico liscio. L’attività del MEOS aumenta dopo il consumo di etanolo e 
ciò si traduce in un aumento da induzione di CYP2E1, un’isoforma del citocromo 
P450 (8). Questo enzima microsomale metabolizza solo il 10 % dell’alcool, 
catalizza una reazione di ossidazione NADPH-dipendente e il suo ruolo diventa 
rilevante quando viene digerita una grande quantità di alcool che satura l’ADH ( > 
100 g al giorno ). La capacità limitata di eliminazione, dovuta alla saturazione del 
CYP2E1, è contrastata dalla capacità dell’etanolo di indurre l’enzima, così l’alcool 
è in grado di aumentare la propria clearance in bevitori abitudinari (2). Infine la 
forma attiva dell’acetato, l’acetil CoA, può essere  ulteriormente metabolizzata in 
un chetone, aminoacido, acido grasso e steroidi, quando è ossidato nel ciclo di 
Krebs e come prodotti finali dell’ossidazione dell’alcool si formano acqua e 
anidride carbonica. Durante il metabolismo dell’etanolo si generano delle forme 
reattive dell’ossigeno (ROS) e radicali idrossietilici che causano stress ossidativo, 
principale responsabile del danno epatico indotto dall’etanolo. Esistono però dei 
sistemi enzimatici in grado di detossificare le specie reattive dell’ossigeno e i loro 
sottoprodotti. Un esempio è il Glutatione S-Transferasi, enzima che metabolizza 
xenobiotici, catalizzando la coniugazione dei residui elettrofili nocivi con il 
glutatione ridotto. Inoltre questo enzima ha una forte funzione antiossidante e 
protegge le cellule dai naturali sottoprodotti di perossidazione lipidica e dallo 
stress ossidativo (10).  
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I principali pathway coinvolti nel metabolismo dell’etanolo sono riportati in figura 4. 
ALDH = aldeide deidrogenasi; NAD+ = nicotinamide adenina dinucleotide; NADH = 
NAD+  ridotto ; NADP+ = nicotinamide adenina dinucleotide fosfato ; NADPH = 
NADP+  ridotto ; ADH = alcohol deidrogenasi; CYP2E1 = citocromo p-450 isoforma 
2E1. 
Nel 1970 sono stati effettuati una serie di studi il cui fine era quello di valutare la 
variabilità del tasso di eliminazione dell’etanolo tra gli individui e le popolazioni. La 
velocità di eliminazione dell’etanolo varia fino a tre volte da persona a persona e si 
è dimostrata essere influenzata da fattore sia ambientali che genetici, strettamente 
correlati tra loro (3).  Recenti studi di genetica molecolare hanno evidenziato la 
presenza di polimorfismi nei geni che codificano per gli enzimi coinvolti nella 
tossico-cinetica dell’etanolo, che possono agire in combinazione con fattori 
ambientali quali l’alimentazione, lo stile di vita e l’esposizione ad altri xenobiotici 
che agiscono, inducendole o inibendole, sulle stesse attività enzimatiche. 
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1.1.1  Alcool deidrogenasi 
L’alcool deidroganasi (ADH) è un enzima citosolico che metabolizza l’etanolo ed 
altri substrati, che comprendono alcool alifatici, idrossisteroidi e lipidi perossidati. 
L’ADH esiste sotto forma di famiglia poligenica di sette geni localizzati sul 
cromosoma 4.         
Tabella 1   I Polimorfismi del gene alcool deidrogenasi (ADH) 
Essi codificano varie forme dell’enzima che possono essere divise in 5 classi 
secondo la composizione delle loro subunità o secondo le loro proprietà fisico-
chimiche; come mostra la tabella 1. Gli isoenzimi sono distribuiti in maniera 
differente nei tessuti ma la maggior parte delle Classi esibiscono la loro attività nel 
fegato. La Classe I (ADH1, ADH2, ADH3) ha un ampio range di substrati 
fisiologici. Oltre ad avere affinità per l’etanolo, ne ha anche per la bile, il 
testosterone, neurotrasmettitori, congeneri, retinolo, aldeidi perossidica e 
mevalonato. La Classe II (ADH4) è coinvolta nel metabolismo della noradrenalina 
ma a quanto pare ha un ruolo minore nel metabolismo dell’etanolo. La Classe III 
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(ADH5) è inattiva quando l’etanolo è sotto le condizioni fisiologiche, ma funziona 
nel metabolismo della formaldeide e  degli acidi grassi omega-idrossidi. La Classe 
IV (ADH7) ha un’alta attività nello stomaco e nella cornea, ed è infatti coinvolto 
nell’eliminazione di etanolo a livello gastrico (11). Essa è principalmente espressa 
nella mucosa gastrica dei Caucasici ma è assente negli Asiatici (12).In modo 
simile, l’ADH è poco attiva nella mucosa gastrica delle donne nella popolazione 
Caucasica. Così nella popolazione asiatica e nelle donne si osserva una meno 
efficiente eliminazione dell’etanolo a livello gastrico. Di conseguenza, la 
diminuzione della clearance dell’etanolo porta ad un innalzamento del livello di 
etanolo nel sangue che determina una più alta suscettibilità agli effetti indotti 
dall’alcool nelle donne e negli Asiatici (13).  
L’alcool deidrogenasi della Classe I è l’enzima chiave del metabolismo dell’etanolo 
(14). Gli isoenzimi della questa Classe, ADH1, ADH2 e ADH3 sono formati da 
differenti combinazioni delle subunità α, β e γ , codificati dallo stesso locus genico 
o da loci differenti. È interessante notare che ci sono forme funzionalmente 
differenti delle subunità β e γ, codificate da varianti alleliche dei geni ADH2 e 
ADH3, che alterano le proprietà cinetiche degli enzimi codificati da questi geni. Gli 
alleli ADH2*1, ADH2*2, ADH2*3  codificano rispettivamente per le subunità β1, β2 
e β3  e gli alleli ADH3*1 e  ADH3*2  per le subunità γ1 e γ2. Il relativo ordine 
dell’efficienza catalitica (kcat/Km)  per l’ossidazione dell’etanolo a concentrazione 
di etanolo di circa 100 mg% e della concentrazione del coenzima NAD+ (0.5mM) 
saturato, è  β2 > β1 > γ1 > γ2 ≈ σ >> β3 > α ≈ π > β1.  
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Così, come la concentrazione di etanolo nel sangue e nel fegato varia, anche il 
relativo contributo di ogni isoenzima di ADH all’ossidazione dell’etanolo cambia 
(15). Ci sono differenze nella frequenza di ADH2 e ADH3 nelle diverse etnie. 
Sebbene ADH2*1 predomini nella popolazione bianca e nera, ADH2*2 predomina 
nelle popolazioni dell’Est Asia (es. cinesi e giapponesi). L’allele ADH2*2 si trova 
anche nel 25% delle soggetti bianchi con discendenza ebraica e l’ ADH2*3 si trova 
per il 25 % negli individui neri. Per quanto riguarda i polimorfismi di ADH3, 
ADH3*1 e ADH3*2, sembra che essi siano distribuiti con frequenza equivalente 
nella popolazione bianca, ma ADH3*1 predomina nella popolazione nera e dell’ 
Est Asia (16). Altri studi più dettagliati ci dicono che la popolazione di Trinidad e di 
Tobago, che è composta per la maggior parte da una stirpe di Indiani dell’Est 
(Indo-Trinidadians) e da una ascendenza di Africani (Afro-Trinidadians), è 
caratterizzata ad avere varianti di geni che codificano per ADH1B (ADH1B*3) che 
sono associati ad un rischio ridotto di alcoolismo in Afro-Trinidadians. Lo stesso 
effetto è dovuto ad alcune varianti del gene codificante ADH1C (per esempio 
ADH1C*1) negli Indo-Trinidadians.  
In definitiva , certe forme alleliche dei geni ADH2 e ADH3 codificano enzimi ADH 
particolarmente attivi, portando ad un più rapida conversione dell’alcool ad 
acetaldeide. Gli individui che presentano tali varianti sembrano essere meno 
predisposti all’alcoolismo a causa del derivante accumulo di acetaldeide, i cui 
effetti tossici (nausea, tachicardia, arrossamento del viso) disincentivano 
l’individuo dal bere. Allo stesso modo contribuiscono al rischio di alcoolismo anche 
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le varianti alleliche dei geni ALDH che comportano una più lenta conversione di 
acetaldeide ad acetato e la combinazione dei diversi genotipi ADH e ALDH. La 
Vmax degli omodimeri β2 e β3  risulta infatti circa 30-40 volte maggiore ripetto a 
quella degli omodimeri β1, mentre gli omodimeri γ1 (codificati da ADH3*1) hanno 
una Vmax solo 2 volte più alta di quella misurata per l’omodimero γ2 (codificato da 
ADH3*2). 
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1.1.2 Aldeide deidrogenasi 
L’ALDH è un’ enzima tetramerico e citosolico espresso in un ampio range di 
tessuti (17). Sono stati scoperti nell’uomo un certo numero di isoenzimi dell’ALDH 
che sono codificati da differenti loci. Essi si differenziano per la loro mobilità 
elettroforetica e per le loro proprietà cinetiche. I geni che codificano per gli enzimi 
ALDH sono divisi in 9 famiglie. 
 
Tabella 2. Polimorfismi dei geni dell’aldeide deidrogenasi 
La forma mitocondriale dell’aldeide deidrogenasi(ALDH2)ha un ruolo rilevante 
nell’ossidazione dell’etanolo, infatti ha una bassa Km per l’acetaldeide e quindi 
un’alta affinità per il substrato. Gli alleli ALDH2*1 (allele wild type) e ALDH2*2 
(allele variante) del gene ALDH2 differiscono per la sostituzione di una G con una 
A con una conseguente variazione da glutammato a lisina a livello del residuo 487 
della proteina. L’allele variante è associato ad una minore attività enzimatica che 
comporta una maggiore concentrazione di etanolo nel sangue, che per gli 
omozigoti ALDH2*2  risulta da 6 a 20 volte maggiore rispetto agli omozigoti 
 25 
ALDH2*1. La variante allelica ALDH2*2 è stata trovata solo in certe popolazioni 
dell’ Est dell’Asia, sebbene per ora nn sono stai identificate delle variazioni nel 
gene ALDH2  nei Caucasici e nei Neri (2). Così il  50% degli individui d’Oriente 
hanno come fenotipo l’isoenzima inattivo ALDH2 e per questo motivo, essi 
mostrano un intenso arrossamento facciale dopo una piccola dose di alcool , 
rispetto ai Caucasici, che incide sul loro uso dell’alcool (2). La percentuale di 
bevitori cronici e moderati è più alta nei Caucasici mentre bevitori astemi o non 
abitudinari sono più frequenti in Cina o in Giappone (17). Il 40 % dei Sud 
Americani nativi indiani (tribu di Mapuche, Atacamene Shuara) hanno l’allele 
ALDH2*2, invece è presente in una piccola percentuale nei Nord Americani( le 
tribù di Sioux, Navajo e Mestizo) (18).  Uno studio del 2010 di Lu RB et al., ha 
evidenziato che l’allele ALDH2*2 sia un allele di tipo protettivo, contro il rischio di 
sviluppare una dipendenza da alcool. Il meccanismo prevede che l’effetto 
protettivo del suddetto gene sia anche coinvolto nel metabolismo della dopamina. 
Poiché l’alcolismo spesso comporta disturbi della personalità  sono stati studiati 
diversi polimorfismi di ALDH2 ( ALDH2*1*1, *1*2 o *2*2) che interagiscono con il 
recettore 2 della dopamina (DRD2) (19).  
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1.1.3  Citocromo microsomiale P450 (CYP2E1 ) 
Il 10 % di alcool viene metabolizzato nel fegato grazie al citocromo microsomale 
CYP2E1, che catalizza la reazione di ossidazione dell’etanolo ad acetaldeide. 
   Tabella 3. Polimorfismi dei geni del CYP2E1, glutatione S-transferasi M1,P1 e T1 
Durante tale la reazione si generano le specie reattive dell’ossigeno (ROS), come 
H2O2, l’anione superossido O2- ,l’ idrossile (OH) e substrati derivati da radicali. Tutti 
questi prodotti potrebbero causare stress ossidativo, inattivazione di proteine, 
aumento di produzione delle citochine e danni al DNA o al mitocondrio, che 
portano alla morte cellulare. Il gene del CYP2E1 è stato localizzato nel 
cromosoma 10, è formato da 9 esoni e 8 introni e codifica per 493 amminoacidi. 
Finora sono stati scoperti 10 polimorfismi nei loci del gene umano CYP2E1. Molte 
di queste variazioni si trovano nei promotori e negli introni. 
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L’allele c2 è la forma rara e mutata del CYP2E1, che si trova nella regione 5’-
terminale. Sembra che l’assenza dell’allele sia associata ad una più alta attività 
trascrizionale, ad un maggior livello di proteina e ad una maggiore attività 
enzimatica rispetto all’allele wild-type c1. La frequenza di c2 varia nelle diverse 
popolazioni: la più alta è stata osservata nel Tailandesi (28%) e Giapponesi (19-
27%) mentre la frequenza negli Africani è molto più bassa ( 1-5%) (17). Inoltre il 
genotipo CYP2E1 c2,c2 ha un ruolo importante nello sviluppo dell’ALD (Alcoholic 
liver disease). Gli individui che possiedono l’allele ADH3*2 e l’allele c2 rischiano 
maggiormente di riscontrare l’ALD perché il metabolismo dell’alcool è più efficiente 
e quindi risentono meno degli effetti tossici dell’alcool e di conseguenza sono 
portati più a bere (20). Uno studio interessante  afferma che il polimorfismo 
CYP2E1*D è associato ad una più alta indicibilità del CYP2E1 e sembra che ciò 
contribuisca a dare dipendenza da nicotina ed alcool. L’allele CYP2E1*1D ha una 
sequenza di ripetizioni nella regione 5’- terminale che inibisce una regione 
contenente elementi regolatori negativi. Così gli individui omozigoti o eterozigoti 
per l’allele CYP2E1*1D hanno una maggiore attività enzimatica di CYP2E1 dopo 
somministrazione orale di alcool (21). 
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1.1.4 Glutatione s-trasferasi 
Il glutatione S-transferasi (GST) è un’enzima coinvolto nel metabolismo degli 
xenobiotici, un sistema altamente efficiente di detossificazione. Questo enzima ha 
una forte funzione antiossidante e protegge le cellule dalla naturale produzione di 
lipidi perossidi e stress ossidativi. Siccome il GST gioca un ruolo fondamentale 
nella detossificazione da ROS e da altri radicali liberi indotti dall’etanolo, 
l’espressione alterata del gene può provocare certe malattie al fegato come l’ ALD. 
Il GST citologico è una proteina dimerica e ogni subunità pesa 22-28 kD MW. Le 
forme citosoliche dell’enzima GST sono divise in 8 famiglie e ogni classe può 
contenere vari isoenzimi; ma le principali famiglie coinvolte nella detossificazione 
da ROS sono Alpha, Mu, Theta, Pi.( Vedi tabella nel paragrafo precedente) 
La famiglia α-GST costituisce quasi l’85 % di tutte le totali proteine GST del fegato 
e  le isoforme sono costituite dalla dimerizzazione di due subunità distinte (A1 e 
A2) che formano GST1-1, GST1-2 e GST 2-2. Comunque, nell’uomo, i principali 
polimorfismi si trovano nei geni GSTM, GSTT1 e GSTP. Il polimorfismo più 
studiato è quello che porta una delezione nel locus del cromosoma 1p13.3 del 
gene GSTM1 (GSTM1 null genotype), il risultato è l’assenza dell’attività 
enzimatica di GSTM1. La frequenza di questo genotipo varia da 23 al 62 %, in 
differenti popolazioni ed è approssimativamente il 50% nei Caucasici. Anche nel 
locus GSTT1 sul cromosoma 12q11.2 c’è un polimorfismo che porta al null 
genotype, dovuto ad una delezione nel gene GSTT1. La frequenza di questo 
isoenzima è da 16 a 64 % in differenti popolazioni e il 20% nei Caucasici. Quindi 
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gli individui che sono omozigoti per i due geni GSTM1 e GSTT1 non esprimono la 
proteina di queste due principali isoforme e di conseguenza non sono in grado di 
detossificare la cellula dai prodotti tossici prodotti nel metabolismo dell’etanolo. 
Nel locus del cromosoma 11 del gene GSTP1  sono stati scoperti 4 polimorfismi 
che codificano per un’enzima che ha un’attività alterata. Per esempio, il 
polimorfismo dell’isoforma GSTP1*B consiste in una transizione da A a G 
nell’esone 5 al nucleotide 313 oppure il polimorfismo di GSTP1*C consiste nella 
transizione da C a T nell’esone 6 al 314 nucleotide. Queste varianti alleliche 
sembrano influire l’attività di GSTP1 e quindi alterano il rischio dell’insorgenza di 
malattie.  
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1.2 ESPRESSIONE GENICA DI ALDH2 
Recenti studi di biologia molecolare hanno rilevato la presenza di polimorfismi 
funzionali non solo nella regione codificante ma anche nella regione 
fiancheggiante il 5’-UTR  del gene ALDH2. Tra questi, il rs886205 (G-360A) 
sembra essere situato a 1 bp a monte della sequenza consenso per i membri della 
famiglia dei recettori nucleari (22). Il meccanismo alla base della regolazione 
trascrizionale del gene ALDH2 è riportata da diversi studi (22,23) . 
Il fattore nucleare Y (NF-Y) si lega alla CCAAT- box  da -92 a -96 pb nel 
promotore ed è responsabile dell'espressione basale (22). L’ ovoalbumina di pollo 
a monte del promotore del fattore trascrizionale (COUP-TF) e la protenia 
regolatrice dell’ apolipoproteina-1 (ARP-1) interagiscono con la regione adiacente 
al polimorfismo -360 G / A (23) . 
In uno studio pubblicato nel 2006 , Nishimura et al. (24) hanno sviluppato un 
metodo di Real Time RT-PCR per misurare i livelli di mRNA di ALDH2  nei 
leucociti umani di sangue periferico prima e dopo l'ingestione di una moderata 
dose singola di etanolo (0,4 g / kg di peso corporeo) in una popolazione 
giapponese.  
Gli individui che mostrano un fenotipo normale di ALDH2 (487Glu/Glu) sono stati 
divisi in due gruppi sulla base del genotipo G-360A : portatori della variante A (A +, 
A / A e G / A) o meno (A-, G / G). L’espressione del gene ALDH2 aumenta 
significativamente 2 ore dopo l'ingestione di etanolo solo nei soggetti A, 
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suggerendo che l'attività degli enzimi ALDH2 potrebbe essere influenzata dal 
polimorfismo. I dati di questo lavoro sono stati utilizzati in una successiva analisi 
da Kimura et al. del gennaio 2009, (25) confermando il coinvolgimento del 
polimorfismo rs886205 (-360G/A) nel promotore di ALDH2 nell’induzione 
dell’espressione genica di ALDH2 attraverso acetaldeide/etanolo. In questo studio 
è stato effettuato un esperimento in vivo, raccogliendo i leucociti umani dal sangue 
periferico di 21 giovani giapponesi in cui è stato evidenziato un deficit di attività  di 
ALDH2 (487Glu/Lys) prima e dopo l'ingestione di alcool (0,4 g / kg di peso 
corporeo) ed i livelli di mRNA di ALDH2 sono stati quantificati attraverso real time 
RT-PCR. In tutti gli individui, indipendentemente dal genotipo, l’mRNA di ALDH2 
risulta aumentato dopo l'ingestione di etanolo.  
Inoltre, l'espressione basale del geneALDH2 era significativamente più alta in 
soggetti -360 G/A eterozigoti che in soggetti -360 G/G omozigoti.  
Nell'esperimento in vitro l'attività trascrizionale del promotore di ALDH2 è stato 
studiato da un saggio reporter utilizzando cellule del tumore epatico (HepG2) in 
presenza o assenza di etanolo / acetaldeide.  
L’attvità del promotore dell’allele -360 G è risultata inferiore rispetto a quello 
dell’allele -360 A. L'esposizione ad acetaldeide ha indotto un significativo aumento 
dell'attività trascrizionale del reporter del -360G, ma non del -360A.  
Questi risultati sono in contrasto con quelli di un precedente studio (26) che 
mostra un’attività due volte più elevata dell’ allele -360 G che dell’allele-360 A.  
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Tale discrepanza potrebbe essere dovuta alla presenza di fattori di trascrizione 
non identificati che si trovano nella regione fiancheggiante il polimorfismo a -360 
bp. Poco, infatti, si sa ancora circa i fattori trascrizionali che legano questo sito.  
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1.3 L’IMPATTO DELL’ALCOOL NEL CONTESTO SOCIALE E 
COMPORTAMENTALE 
Dal momento che l’alcool influisce su una vasta gamma di organi e apparati del 
corpo umano in modo sia diretto che indiretto, i suoi effetti sono notevoli anche nel 
cervello, uno degli organi più complessi e sofisticati, il cui funzionamento influisce 
sulle prestazioni e il comportamento umano. Il cervello è responsabile di molte 
funzioni critiche dell’organismo, ma anche di azioni più semplici, come guidare 
un’automobile. 
Basse dosi di alcool  sono responsabili della riduzione di diverse abilità necessarie 
quando si è alla guida di un’automobile come il mantenimento di un veicolo sulla 
strada e il tempo di reazione in seguito ad una comparsa di un evento improvviso 
(27). La guida è un classico esempio in cui movimenti oculari anticipano i 
movimenti stessi. È stato riportato che un attività alterata del cervelletto riduce il 
coordinamento tra i movimenti oculari e altri azioni connesse alla guida, ad 
esempio, il mantenimento dello sterzo. Questi deficit derivano probabilmente dagli 
effetti dell’alcool sul cervelletto. Un recente studio del 2008 ha mostrato, attraverso 
un sistema automatizzato in auto, che il rapporto ottimale tra movimenti oculari e 
capacità di sterzo si deteriora per ingestione di una quantità di alcool al di  sotto 
del limite legale previsto  nel Regno Unito (BrAC . di 35mg/100ml) (28). È stato 
recentemente suggerito che l’intossicazione di alcool potrebbe alterare la funzione 
cognitiva temporaneamente, provocando le stesse anomalie presenti nel disturbo 
di deficit di attenzione e iperattività (ADHD) (29). L’ ADHD è un disturbo comune 
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che coinvolge molti sintomi dall’inattività, dall’iperattività fino all’impulsività,  tra cui 
la mancanza di attenzione e la tendenza alla distrazione. Anche se l’ADHD è 
diagnosticata per lo più tra i bambini, è un disturbo relativamente persistente che 
dura nel 60%-80% di adolescenti ed adulti. È stato riportato che adulti con ADHD 
hanno maggiori probabilità di essere coinvolti in incidenti automobilistici, ricevere 
citazioni per eccesso di velocità, spesso accompagnate dal ritiro della patente. 
Infatti essi sono inclini ad essere aggressivi, a non indossare le cinture di 
sicurezza e a fare uso di alcool e droghe (30).  Prove su strada e i risultati ottenuti 
dalle simulazioni di guida hanno mostrato che gli adulti con ADHD vanno incontro 
ad un maggior numero di incidenti rispetto ai controlli. Weafer et al. nel 2008 
hanno effettuato un esperimento in cui sono state confrontate le prestazioni alla 
guida tra adulti affetti da ADHD e gruppi di controllo, sia in uno stato sobrio che 
dopo l’assunzione di alcool (80mg/100ml). I risultati hanno dimostrato che gli adulti 
con ADHD presentano un decremento nelle prestazioni di guida simulata, rispetto 
ai controlli sobri e un deterioramento cognitivo simile a soggetti che presentano 
intossicazione da alcool (29). L’ipotesi che vi fosse una correlazione tra soggetti 
adulti affetti da ADHD e gli effetti negativi relativi al consumo di alcool, durante la 
guida, era già stata anticipata da Barkley et al. nel 2006.  In questo studio è stato 
valutato l’effetto di due dosi elevate di alcool sulle competenze di base relative alla 
guida ( ad esempio l’attenzione e il tempo di reazione), sia negli adulti ADHD che 
negli adulti di controllo. I risultati hanno mostrato una maggiore variabilità nel 
tempo di reazione nei soggetti affetti rispetto ai controlli,dipendente dalla dose 
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(31). L’ADHD è un disordine familiare ereditario. La risposta dei pazienti affetti alla 
somministrazione di farmaci che inibiscono il trasportatore della dopamina, il 
metilfenidato (farmaco scelto nel trattamento di ADHD) ha portato a considerare il 
gene trasportatore della dopamina (DAT1) come candidato preferenziale per la 
ADHD. Il sistema dopaminergico è coinvolto nella patogenesi di questa malattia ed 
infatti il farmaco agisce bloccando la proteina trasportatrice della dopamina, 
ovvero il prodotto del geneDAT1. Dal vallo sinaptico la dopamina va al neurone 
presinaptico, il farmaco blocca il trasportatore Dat1 e la dopamina viene 
concentrata a livello del vallo attenuando i sintomi della malattia.  
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1.3.1  Il gene trasportatore della dopamina, DAT1 
Il gene è localizzato sul cromosoma 5, a livello della regione 5p 15.3. Il gene DAT1 
(SLC6A3) è stato, ed è tutt’oggi al centro di molti studi di  associazione  di tipo 
caso-controllo a livello di popolazione , proprio per il ruolo che esso svolge, ovvero 
l’eliminazione della dopamina dalle sinapsi dei neuroni dopaminergici del 
mesencefalo.  (Fig. 5 ) 
 
A livello del 3’UTR del gene è stato localizzato un polimorfismo, nello specifico un 
VNTR, che non comporta modifiche a livello di proteina ma è responsabile di 
alterazioni della stabilità dell’mRna e dell’efficienza trascrizionale (32). Si tratta di 
una sequenza di 40 bp ripetuta in tandem, e la differenza allelica  consiste 
appunto nel numero di ripetizioni della sequenza stessa. Nella popolazione 
 37 
caucasica l’allele più frequente è il 10 repeat, ovvero l’allele  con 10 ripetizioni, 
seguito dell’allele 9 repeat (33). (Fig.6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Studi di popolazione hanno rilevato che i repeat possono variare da 3 a 13 per un 
totale di 10 alleli differenti. 
L’allele 10 repeat è definito come allele ad alto rischio, infatti diversi studi di 
genetica molecolare hanno segnalato la sua associazione con la malattia (34-35). 
Tuttavia i risultati sono controversi in quanto secondo altri gruppi di ricerca non vi 
è associazione (36-37). 
Diversi studi sono stati condotti per cercare un collegamento tra il VNTR  di DAT1 
e comportamenti rischiosi dovuti alla dipendenza da alcool. L’allele 9 repeat 
sembra essere collegato, seppur con un minor rischio alla dipendenza da fumo 
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(38-39), mentre, la maggio parte degli studi su DAT1 e l’alcoolismo non è ha 
rilevato alcuna associazione (40-41). Nel 2005 Guang et al. hanno testato l’effetto 
del VNTR di DAT1 su una serie di comportamenti a rischio, tra cui la delinquenza, 
il numero di partner sessuali , l’uso di sostanze alcooliche, il fumo, l’uso di droghe 
illegali. I dati hanno mostrato una minore tendenza a questi comportamenti in 
soggetti omozigoti per l’allele 9 repeat, che sembra quindi avere un ruolo 
protettivo. Un secondo dato che emerge da questo lavoro è che tale effetto varia 
nel tempo. Sembra essere importante l’età dell’individuo, che in giovane età è più 
predisposto verso atti illeciti ed illegali contrariamente al comportamento assunto 
in età avanzata (42). 
Tabella 4: studi di popolazione nel VNTR al 3’del gene DAT1 
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CAPITOLO 2 
SCOPO DELLA TESI 
 
 
Questo studio sugli aspetti genetici e fisiologici del consumo di alcol si concentra 
sulla velocità di eliminazione dell'etanolo e le differenze esistenti tra gli individui, e 
indaga l'impatto dell'alcol sulla base delle abilità sociali e di comportamento. 
L'attività di MEOS aumenta dopo il consumo cronico di etanolo ed è ben noto che 
ciò comporta aumento di induzione del CYP2E1. Sulla base dei risultati di Kimura 
et al., pubblicato nel 2009 (25), abbiamo anche cercato di valutare l'effetto del 
polimorfismo (rs886205)  -360 G / A nel promotore del gene umano ALDH2, 
indagando sulla espressione genica a livello basale ed indotta dall’assunzione di 
etanolo, attraverso esperimenti in vivo.  
Inoltre misurando il tempo di reazione in seguito ad un evento improvviso, prima e 
dopo l’ingestione di etanolo, abbiamo studiato l’effetto del consumo di alcool sulla 
capacità di guida, durante una guida simulata, e abbiamo ulteriormente studiato il 
gene DAT1 e la sua risposta fisiologica. 
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CAPITOLO 3 
MATERIALE E METODI 
 
3.1 ANALISI DEL GENOTIPO PER IL POLIMORFISMO rs886205 (-360G/A) 
PRESENTE NELLA REGIONE 5’-UTR  DEL GENE ALDH2   
I volontari decidono di partecipare al test solo dopo aver firmato un consenso 
informato nel quale dichiarano di essere bevitori saltuari o abituali di alcol e di 
donare il proprio DNA per lo studio. 
Si esegue il prelievo della saliva dalla quale viene estratto il DNA. Ogni soggetto 
viene genotipizzato per il polimorfismo in studio tramite PCR Allele Specifica (ASO 
PCR) e successiva corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2%. 
3.1.1 Estrazione del Dna dalla saliva 
L’estrazione del DNA avviene a partire dalle cellule di sfaldamento della mucosa 
buccale recuperate tramite uno sciacquo con 50 ml di soluzione salina allo 0.9% 
che consente il distacco delle cellule dal loro stato fisiologico. Gli sciacqui vengono 
recuperati in Falcon da 50 ml e centrifugati a 4000 xg per 20 minuti per consentire 
alle cellule di depositarsi sul fondo creando un pellet. Dopo la centrifugazione il 
sopranatante viene eliminato lasciando 200 l di soluzione salina nei quali il pellet 
viene risospeso tramite vortex. La sospensione cellulare viene trasferita in una 
eppendorf da 1,5 ml nella quale vengono aggiunti 20 l proteasi (che consente di 
 41 
degradare le proteine) e 200 l di buffer K1 (tampone di lisi che rompe le 
membrane cellulari consentendo la fuoriuscita del DNA). I campioni vengono poi 
incubati in un bagnetto termostato a 58° C per 10 minuti per consentire l’azione 
della proteasi. 200 l di etanolo assoluto vengono aggiunti ai campioni per favorire 
la precipitazione del DNA. La soluzione viene mescolata tramite vortex e trasferita 
in un apposito tubo raccoglitore provvisto di colonnina interna. Viene eseguita una 
centrifugazione a 9300 xg per 1 minuto e 30 secondi a temperatura ambiente; il 
DNA rimane adeso al filtro della colonnina. Una volta scartato il filtrato la colonnina 
viene trasferita in un nuovo tubo raccoglitore. Un primo step di lavaggio viene 
eseguito tramite l’aggiunta di 500 l del buffer di lavaggio KX seguita da 
centrifugazione a 9300 xg per 1 minuto e 30 secondi. Il filtrato viene scartato e la 
colonnina trasferita in un nuovo tubo raccoglitore. Un secondo step di lavaggio 
prevede invece l’aggiunta di 500 l del buffer di lavaggio K2 seguito da 
centrifugazione a 15700 xg per 2 minuti e 30 secondi. Dopo aver scartato 
nuovamente il filtrato e trasferito la colonnina in un nuovo tubo raccoglitore, il DNA 
rimasto adeso al filtro viene eluito tramite l’aggiunta di 100 l di Tris HCl 
precedentemente riscaldato a 70°C. I campioni vengono lasciati in incubazione 
per 3 minuti a temperatura ambiente e successivamente vengono centrifugati a 
9300 xg per 2 minuti e 30 secondi. Il Tris HCl mantiene stabile la molecola di DNA 
durante il processo di purificazione. Si centrifuga nuovamente e 9300 xg per 2 
minuti e 30 secondi. Questa volta il DNA precipita nell’eluato. L’eppendorf da 1.5 
ml contente l’eluato viene incubato a 70°C per 2 minuti. La colonnina interna viene 
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posta in una nuova eppendorf da 1.5 ml che sarà quella definitiva. Come ultimo 
passaggio l’eluato viene aggiunto nella colonnina per recuperare il DNA 
eventualmente rimasto ancora adeso al filtro della colonnina. Dopo un’incubazione 
di 3 minuti si esegue centrifugazione a 9300 xg per 2 minuti e 30 secondi e il 
filtrato viene conservato per il successivo uso sperimentale. 
3.1.2  PCR allele-specifica (ASO-PCR)  
Per effettuare la genotipizzazione è stata utilizzata una PCR allele specifica o 
ASO-PCR. La PCR (Reazione a Catena della Polimerasi) è una tecnica che 
permette di amplificare in maniera esponenziale una sequenza del DNA di 
particolare interesse. 
Il DNA di partenza è il DNA genomico totale, di cui è possibile amplificare un 
singolo gene, purché vi sia la possibilità di sintetizzare inneschi che corrispondono 
a sequenze del gene già note e che fiancheggiano la regione di interesse. Queste 
sequenze oligonucleotidiche note, sono dette primer e solitamente sono lunghi da 
18 a 25 nucleotidi. 
Per la PCR si utilizzano vari reagenti, tra cui il magnesio e l’enzima Taq 
polimerasi. Lo ione magnesio Mg2+ influisce significativamente sulla resa e sulla 
specificità dell’amplificazione: alte concentrazioni di magnesio (>3mM) facilitano la 
processività della Taq polimerasi, ma al tempo stesso riducono la specificità della 
reazione perché riducono la stringenza dell’ibridazione dei primer; con basse 
concentrazioni di magnesio (<1mM), invece, si aumenta la stringenza 
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dell’ibridazione (e quindi la specificità della reazione), ma l’attività della polimerasi 
può risultare ridotta. 
La Taq polimerasi è una variante termostabile ricavata dal batterio Thermophilus 
aquaticus, possiede un’alta processività (il che significa che incorpora nucleotidi 
successivi senza dissociarsi dallo stampo), ma manca di un’attività esonucleasica 
3’5’, e perciò non è in grado di correggere le basi erroneamente incorporate. 
In particolare nella nostra esperienza è stata usata una Taq polimerasi Hot Start 
(Hotfire®, Solis Biodyne), che richiede di essere incubata a 95°C prima di poter 
catalizzare la reazione di polimerizzazione; in questo modo è possibile evitare 
bande aspecifiche dovute all’appaiamento dei primer e all’inizio della 
polimerizzazione da parte dell’enzima a temperatura ambiente.  
Nella ASO-PCR si utilizzano tre primer, uno che si appaia in una regione 
conservata in entrambi gli alleli ad un’estremità della sequenza fiancheggiante il 
polimorfismo e gli altri due, che differiscono per l’ultimo nucleotide al terminale 3’-
OH e terminano esattamente nel punto in cui è presente la variazione puntiforme e 
sono quindi allele-specifici. 
In adatte condizioni sperimentali l’amplificazione non avverrà se il nucleotide 
all’estremità 3’ non è perfettamente appaiato, permettendo così di distinguere i 
due alleli. 
Pertanto, è necessario assemblare, per ogni campione di DNA, due reazioni 
indipendenti: nel caso in cui il primer reverse sia R allora la prima reazione 
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utilizzerà R (che sarà il primer comune alle due reazioni) ed F1, mentre l’altra 
reazione utilizzerà R ed F2.  
In base al genotipo dell’individuo l’amplificazione può avvenire in entrambe le mix 
o solo in una delle due. Infatti il primer R si appaia sempre alla sequenza 
complementare, mentre i primer F si appaiano solo se trovano la variante allelica 
per la quale sono stati specificatamente disegnati.  
In figura (7) è riportato un esempio di 
ASO-PCR in cui R è il primer reverse, il 
primer F1 termina con una Adenina, 
dovendosi appaiare con una Timina, e il 
primer F2 termina con una Citosina, 
poiché deve appaiarsi con una 
Guanina. 
I possibili prodotti sono dunque i 
seguenti: 
Omozigote per A: prodotto di PCR solo 
in F1  
Omozigote per C: prodotto di PCR solo 
in F2 
Eterozigote: prodotto in F1 ed F2 
Per quanto riguarda  la meccanica del processo l’ASO-PCR si può descrivere allo 
stesso modo di una normale reazione di PCR.  
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Prima di procedere con le ASO-PCR sui campioni di DNA in esame, è stato 
necessario mettere a punto il protocollo adatto, utilizzando campioni di DNA di cui 
erano noti i genotipi del gene di interesse. Per quanto riguarda il polimorfismo di 
ALDH2, le mix erano le seguenti: 
 
  MIX 1:                                                     MIX 2: 
  Buffer BD (10X): 2 µl                            Buffer BD (10X): 2 µl 
  dNTPs (2mM): 2 µl                               dNTPs (20mM): 0,2 µl 
  MgCl2 (25mM): 0,8 µl                            MgCl2 (25mM): 0,8 µl 
  Primers:0,1µl F1 + 0,1µl R(100µM)       Primers:0,1µlF2+0,1µl R(100µM) 
  DNA (20 ng/µl): 1 µl                              DNA (20 ng/µl): 1 µl 
  Taq HOT FIRE: 0.3 µl                           Taq HOT FIRE: 0.3 µl 
  H2O: 15.5 µl                                           H2O: 15.5 µl 
  Volume finale: 20 µl                              Volume finale: 20 µl 
 
Questo protocollo di partenza poteva essere variato a seconda delle esigenze, 
aumentando la quantità di DNA, se risultava essere troppo poca; oppure 
aumentando o diminuendo la concentrazione di magnesio per ridurre la specificità 
della reazione o per aumentarla e quindi ridurre la presenza di bande aspecifiche; 
o ancora variando la concentrazione dei primer. Tutto ciò mantenendo il volume 
finale costante. 
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Il profilo di PCR utilizzato è il seguente: 
Il primo ciclo viene effettuato a 95°C per 15 minuti in modo da denaturare la 
maggior quantità di DNA possibile e da attivare l’enzima Taq polimerasi.  
La seconda fase è costituita da 20 cicli, divisi ognuno in tre passaggi, il primo dei 
quali (95°C per 30 secondi) ha ancora lo scopo di denaturare il DNA.  
Il secondo passaggio (68°C per 30 secondi) consente l’appaiamento dei primer. 
Durante tale passaggio la temperatura si abbassa di un grado ad ogni ciclo 
(“touch-down PCR”) fino a raggiungere un valore di 48°C al 20° ciclo. Partendo da 
una temperatura poco permissiva e abbassandola di 1 grado ad ogni ciclo 
vengono raggiunte le tm ottimali per ciascun primer e si garantisce così 
un’amplificazione specifica delle sequenze bersaglio.  Il terzo passaggio della 
seconda fase (72°C per 1 minuto e 15 secondi) consente la sintesi del DNA.  
La terza fase è anch’essa costituita da 20 cicli, divisi ognuno in tre passaggi: il 
primo a 95°C per 30 secondi per la denaturazione, il secondo a 51°C per 30 
secondi per l’appaiamento dei primer. In questo caso si opera alla temperatura 
molto permissiva di 51°C che garantisce un’alta resa. Il terzo passaggio, a 72°C 
per 1 minuto e 15 secondi, garantisce la polimerizzazione. 
L’ultimo ciclo viene effettuato a 72°C per 8 minuti; in seguito la temperatura si 
abbassa fino al valore di mantenimento (15°C). 
Conclusa la PCR dovevamo quindi poter visualizzare i genotipi, per cui veniva 
fatta un’elettroforesi su gel di agarosio. Per ogni campione venivano utilizzati due 
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pozzetti del gel, uno per ogni prodotto di PCR ottenuti dalle due mix, più 
precisamente, nel caso di questo polimorfismo, il prodotto derivante dalla mix 1 
era caricato nel pozzetto a sinistra e il prodotto derivante dalla mix 2 nel pozzetto 
a destra 
3.1.3 Preparazione del gel di agarosio 
Viene allestita una soluzione al 2% d’agarosio in TBE 1X con aggiunta di bromuro 
di etidio 0.1X 
3.1.4 Corsa elettroforetica 
 
 
 
 
 
La corsa elettroforetica viene effettuata in una apposita vasca a 200 V per circa 20 
minuti (Fig.8) al fine di verificare la presenza o l’assenza delle bande di DNA 
amplificato tramite l’esposizione al transilluminatore. Grazie all’uso di un indicatore 
del peso molecolare è possibile stimare la lunghezza delle bande ottenute e 
verificare quindi se esse siano specifiche o siano il risultato di un’amplificazione 
aspecifica. Il caricamento sul gel dei controlli negativi di reazione inoltre ci 
permette di distinguere eventuali contaminazioni che inficerebbero il risultato.  
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Per permettre al DNA di affondare sul fondo del pozzetto aggiungiamo, a 5 l di 
DNA, 5 l di Buffer di caricamento. Questo reagente contiene glicerolo e consente 
al DNA di precipitare sul fondo, in più, poiché il buffer è colorato, esso ci dà la 
possibilità di vedere se il caricamento del campione è riuscito. L’EtBr è una 
molecola che si intercala tra la basi del DNA e viene utilizzato nell’elettroforesi per 
visualizzare la bande di DNA,  tramite esposizione ai raggi UV. Esso emette una 
luce fluorescente che si intensifica di quasi 20 volte se viene si intercala tra le basi 
del DNA. Se in entrambe le mix è avvenuta l’amplificazione si visualizzeranno due 
bande e l’individuo sarà eterozigote per quel polimorfismo se invece è presente 
una sola banda l’individuo può essere omozigote di wilde type o variante. Se le 
bande sono chiare e leggibili, se i controlli non hanno contaminazioni, possiamo 
fare la foto del gel e registrare nel database i genotipi dei campioni.   
Immagine di un gel del polimorfismo rs886205 (-360G/A) del gene ALDH2 (Fig.9) 
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3.2. ESPRESSIONE GENICA DI ALDH2 
Quindici soggetti volontari hanno accettato, tramite la firma di un consenso 
informato, di sottoporsi a prelievi di sangue in 4 tempi.  Attraverso le indicazioni 
riportate nello studio di Yukiko Kimura et al. (25), i soggetti si sono astenuti dal 
mangiare tre 3 ore prima dell’esperimento, un’ora prima dal bere acqua, e 24 ore 
prima dall’assunzione di alcool.  
La quantità di vino da somministrare è stata calcolata correggendo per il sesso e 
la superficie corporea, utilizzando il calcolatore on-line Body Surface Area 
Calculator for medication dose  ( http://www.halls.md/body-surface-area/bsa.htm) nel 
seguente modo: abbiamo calcolato gli ml di un vino al 13% corrispondenti 
corrispondenti a 0,4 gr di etanolo, che abbiamo moltiplicato per il peso corporeo, 
ottenendo il volume totale di vino da somministrare. Ma grazie al calcolo della 
BSA, attraverso una semplice proporzione è stato possibile calcolare anche la 
dose degli altri soggetti. Inoltre bisogna correggere questo valore in relazione al 
sesso e dalla letteratura (43) sappiamo che ad una donna vengono somministrati 
68 ml di vino per m2 di BSA, mentre ad un uomo ne vengono somministrati  80 ml, 
quindi si calcola un coefficiente di correzione dato dal rapporto 68/80, equivalente 
a 0,85. Questo valore,moltiplicato per gli ml di vino ottenuti dal calcolo precedente 
rappresenta gli ml da somministrare realmente. 
I prelievi sono stati effettuati presso l’Ospedale S.Chiara di Pisa, grazie alla 
collaborazione e alla disponibilità del personale del reparto di ematologia. 
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Il primo prelievo è stato effettuato prima della somministrazione dell’alcol, e 
successivamente dopo 1,2,3 ore dall’assunzione dell’alcol. 
Dal sangue raccolto è stato estratto l’Rna attraverso il Kit Pax Gene Blood Rna, 
che è stato successivamente retro trascritto e sul quale è stata effettuata una 
analisi di Real time. 
3.2.1 Estrazione dell’Rna dal sangue 
Il prelievo di sangue intero è il primo passo in numerosi dosaggi molecolari 
utilizzati per lo studio dell’RNA intracellulare. Questo tipo di test deve essere 
eseguito con particolare attenzione, in quanto l’RNA intracellulare è instabile e 
degrada rapidamente entro poche ore dal prelievo di sangue. Inoltre, dopo il 
prelievo di sangue alcuni tipi di RNA presentano una concentrazione più elevata in 
vitro a causa del processo di induzione genica. Sia la degradazione sia l’induzione 
genica dell’RNA in vitro possono indurre a sottostimare o sovrastimare il numero 
relativo di trascritti genici in vivo. La provetta PAXgene™ Blood RNA contiene un 
additivo che stabilizza la trascrizione genica in vivo in quanto limita la 
degradazione dell’RNA in vitro e riduce al minimo l’induzione genica. Se utilizzata 
insieme al PAXgene™ Blood RNA Kit, la provetta PAXgene™ Blood RNA 
consente di rilevare e quantificare in modo accurato i trascritti genici. Il corretto 
rapporto tra additivo e sangue nella provettaPAXgene™ Blood RNA è 2,76 ml di 
additivo per 2.5 ml di sangue. 
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Protocollo di estrazione: 
I tubi Pax gene, contenenti il sangue periferico sono stati centrifugati per 10 minuti 
a 3000 xg, è stato gettato il sovranatante, e il pellet è stato risospeso con 4 ml di 
RNFW ( Rnase free water), vortexato e centrifugato per 10 minuti a 3000xg, in 
modo da poter essere risospeso. Viene nuovamente gettato il sovranatante ed 
aggiunto il Buffer BR1 (350 ml). Il campione viene traferito in un tubo da 1,5 ml in 
cui vengono aggiunti 300 µl di Buffer BR2 e 40 µl di proteasi K, il cui ruolo è quello 
di degradare le proteine. Si procede con l’incubazione per 10 minuti a 55° C 
agitando a 400 rpm. Il lisato viene trasferito in una colonnina di colore lilla 
alloggiata in un tubo da 2 ml e si centrifuga per 3 minuti. Il sovranatante della 
frazione filtrata viene trasferito in un tubo da 1,5 ml senza disturbare il pellet, ed a 
questo punto si procede con le fasi di lavaggio, aggiungendo 350 µl di EtOh al 
100%, il cui ruolo è quello di legare l’acido nucleico , si vortexa e si centrifuga per 
qualche secondo a 500 xg. Si prelevano 700 µl di campione e si trasferiscono in 
una colonnina di colore rosso, alloggiata in un tubo da 2 ml, si centrifuga e si 
scarta il filtrato. Si procede con l’aggiunta di 360 µl di Buffer BR3, si centrifuga e si 
scarta il filtrato. Si aggiungono 10 µl a campione di Dnase1 RNFD e 70 µl a 
campione di buffer RDD e si lascia incubare per 15 minuti a temperatura 
ambiente. Viene aggiunto nuovamente il buffer BR3 , si centrifuga e si scarta il 
filtrato, si aggiungono 500 µl di buffer BB4 si centrifuga e si scarta il filtrato. Si 
alloggia la colonnina in un nuovo tubo da 1,5 ml e si aggiungono 40 µl di buffer 
BR5 in colonna, si centrifuga a 20000 xg per eluire l’Rna, si ripete quest’ultimo 
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passaggio, e si incuba a 65°C per 5 minuti. Alla fine l’Rna viene fatto raffreddare in 
ghiaccio per preservarne l’integrità e si conserva a -80 °C fino al momento 
dell’utilizzo.  
3.2.2 Retrotrascrizione del RNA 
L’Rna prodotto viene retrotrascritto in cDna (Dna complementare) grazie all’utilizzo 
della retrotrascrittasi, un enzima in grado di sintetizzare DNA come le consuete 
DNA polimerasi ma in grado di utilizzare anche l'RNA come stampo di partenza 
(Fig.10) 
La sintesi del cDNA è stata effettuata da 1g di RNA totale in un volume di  
reazione finale di 20 l con il kit iScript cDNA Synthesis (BioRad).  
 
La reazione è catalizzata dalla trascrittasi inversa del virus della leucemia murina 
Moloney (MMuLV) , una DNApolimerasi RNA-dipendente di DNA modificato e 
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ottimizzato per la sintesi di DNA, in presenza di un modello di mRNA-polyA e di un 
singolo filamento oligo-dT. 
3.2.3 Real time PCR 
Ogni rt-pcr è stata eseguita in una piastra da 96 pozzetti utilizzando il 
termociclizzatore IQ-cycler (BioRad). Ogni campione è analizzato in triplice copia, 
l’amplificazione è stata effettuata utilizzando la iQ SYBER GREEN super mix 
(BioRad). Le reazioni sono state seguite in un volume di 25 µl contente12,5 µl di 
iQ SYBR Green Supermix (1X), 0,75 µl di Primer  F (10 mM) , 0,75 µl di Primer R  
(10 mM), 2 µl di cDNA diluito 1:5 (circa 25 ng). Il profilo di temociclizzazione 
utilizzato è stato: 3 minuti a 95°C ( per l’attivazione della Taq Polimerasi), 40 cicli 
di 15 secondi a 95°C ed un minuto a 62°C ( per l’annealing dei primer), e una fase 
finale di 10 secondi a 65°C (fase di allungamento). ll legame del SYBR Green al 
doppio filamento di DNA determina una forte emissione di fluorescenza, 
proporzionale alla quantità di amplificato, che viene rilevata durante la fase di 
annealing. Quando raggiunge una certa soglia, il segnale fluorescente viene 
convertito in un parametro numerico (ciclo soglia, Ct), proporzionale al numero di 
molecole iniziali. Il profilo di espressione genica è stato ottenuto utilizzando il 
metodo della quantificazione relativa. I valori di Ct del gene ALDH2 per ogni 
campione sono stati confrontati con i valori di Ct del gene RPLP0 e la differenza 
tra i loro (il ΔCt) sono stati sottoposti ad analisi statistica.  
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I livelli di espressione di ALDH2 sono stati stimati in rapporto a quelli di RPLP0 e 
confrontati tra i 2 gruppi : Oz (omozigoti) per l’allele comune, gruppo 1 ed Ez 
(eterozigoti) + oz per l’allele raro, gruppo 2. La sequenza dei primer utilizzata sia 
per ALDH2 che per RPLP0 è riportata nella tabella 5. 
 
 
 
 
 
 
Gene Sequence Amplicon size 
ALDH2 F: CGAGGTCTTCTGCAACCAG 
R: CCTCTCCAGTGGACGGATT 
126 
RPLP0 F: GACCTGGAAGTCCAACTAC 
R: GTCTGCTCCCACAATGAA 
130 
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3.3 EFFETTO DELL’ALCOOL SULLA CAPACITA’ DI GUIDA 
Quaranta volontari hanno partecipato ad un test di simulazione di guida in due 
condizioni diverse: in uno stato sobrio e 20 minuti dopo l’ingestione di una certa 
quantità di vino ( 12% di etanolo), calcolato sulla base della loro BSA, e tenendo in 
considerazione sia le differenze di genere che di età.  
Il simulatore di guida, sviluppato dal Dipartimento di Ingegneria Civile 
dell’Università di Pisa, è dotato di ingressi di base di un veicolo automatico (sterzo, 
freno e acceleratore a pedale) ed è collegato, attraverso un computer, ad uno 
scenario grafico.  (Fig.11) 
È stata simulata una perdita di aderenza 
del veicolo, dopo un periodo di 10 minuti 
in autostrada ( durante il quale il 
soggetto si abitua al veicolo) e per ogni 
volontario è stato calcolato il tempo 
necessario per rimettersi in carreggiata 
(tempo di reazione). Il tempo di reazione 
allo stato sobrio è stato utilizzato come controllo, invece di effettuare esperimenti 
separati senza ingestione di alcool in ogni individuo. 
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3.3.1 Genotipizzazione di DAT1 
I volontari si sono prestati ad effettuare sciacqui buccali con una soluzione salina 
allo 0,9% dai quali è stato estratto il Dna utilizzando lo stesso protocollo della 
applicato per la genotipizzazione di ALDH2 .  
Successivamente è stata effettuata una pcr per il VNTR di 40bp nel 3’UTR di 
DAT1 utilizzando la seguente coppia di primer : 
a monte: 5’-TGTGGTGTAGGGAACGGCCTGAG-3’ ; 
a valle : 5’-CTTCCTGGAGGTCACGGCTCAAGG-3’. 
La Prc (reazione a catena della polimerasi) consiste in una serie di cicli 
sequenziali, ognuno dei quali è costituito da tre passaggi: la denaturazione del 
DNA, solitamente ottenuta a circa 93-95°C; l’appaiamento dei primer con il DNA 
stampo, che si ha in genere tra i 50°C e i 70°C; la sintesi del DNA, di solito a circa 
70-75°C, che si ottiene grazie all’attività della Taq polimerasi e alla presenza dei 
precursori del DNA (i quattro dideossinucleotidi trifosfato: dATP, dCTP, dGTP e 
dTTP). 
I primer danno inizio alla sintesi di nuovi filamenti di DNA, complementari ai singoli 
filamenti del DNA bersaglio. Di conseguenza i filamenti di nuova sintesi possono a 
loro volta servire da stampi per la sintesi di nuovo DNA, il che determina una 
reazione a catena con un aumento esponenziale del prodotto. 
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Complessivamente vengono effettuati 25-30 cicli (Fig.12) : 
 
1° fase: La PCR inizia con un DNA a doppio filamento che viene trattato con il 
calore in modo da ottenere la separazione dei filamenti. Di solito è sottoposto a 
95°C per 15 s.  
La temperatura di melting (Tm) è il punto medio dell’intervallo di temperatura in cui 
i filamenti sono completamente separati durante il processo di denaturazione, 
spesso chiamato appunto melting (fusione). La Tm varia al variare della 
composizione in basi del DNA poiché le coppie di basi G-C sono unite tra loro da 
tre legami a idrogeno, mentre le coppie A-T formano solo due legami ad idrogeno. 
2° fase: Dopo la fase di denaturazione, l’abbassamento della temperatura in 
presenza di un grande eccesso dei due primer, permette a questi ultimi di ibridarsi 
a sequenze complementari nei due filamenti di DNA. Di solito la temperatura in 
questa fase di annealing scende a 55°C (Ta). 
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3° fase: La Taq polimerasi, in questa fase, determinerà, a partire dai primers, la 
sintesi dei filamenti di DNA complementari. I prodotti di estensione si allungano ad 
una velocità di circa 1000 basi al minuto. La temperatura è innalzata fino a circa 
72°C che è la temperatura considerata normalmente ottimale per la fase di 
estensione in un reazione di PCR. 
Importante è che i primi prodotti di sintesi siano specifici, e per questo motivo è 
importante ridurre la probabilità che i primer si leghino ad altre sequenze lungo il 
DNA diverse da quella desiderata. A tale scopo quindi si usano in genere Taq 
polimerasi attive a 95°C, in modo da evitare che a temperatura ambiente diano 
prodotti aspecifici ed errori, e inoltre si variano le concentrazioni di magnesio, in 
base alle esigenze. 
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I cicli successivi consistono nelle stesse fasi di denaturazione, appaiamento e 
sintesi, e ad ogni ciclo il numero di  molecole di DNA raddoppia. (Fig.13) 
Nella fase di annealing i primer si legano a ciascun filamento complementare, 
ottenuto con la denaturazione, e poi, portando la temperatura a 72°C, si ha 
l’estensione dei primer da parte della Taq polimerasi. Due delle reazioni di 
estensioni che si verificano ad ogni ciclo, quelle in cui il primer si è legato allo 
stampo originale (temprato), sono identiche alla prima reazione di estensione, in 
quanto anch’esse terminano nel momento in cui viene innalzata la temperatura. 
Questo non vale per i filamenti che vengono sintetizzati utilizzando come stampo i 
filamenti sintetizzati nei cicli precedenti; infatti terminano bruscamente nel punto in 
cui si era appaiato il primer a partire dal quale erano stati sintetizzati. In tal modo 
ciascun ciclo determina la produzione di due nuove molecole lunghe, ma il numero 
dei nuovi frammenti corti aumenta esponenzialmente, in modo che alla fine la 
miscela di reazione risulta completamente dominata dai frammenti brevi 
neosintetizzati, che presentano un primer a ciascuna estremità. È da tenere di 
conto che tutti i prodotti di nuova sintesi, a partire dal primo ciclo, sono più piccoli 
rispetto al DNA genomico parentale e risultano essi stessi termodinamicamente 
favoriti per le ibridazioni successive con i primer. 
La reazione viene allestita su un volume di 20 µL : 2 µL di buffer BD 10x, 2,4 µL di 
MgCl2  (25 mM), 0,2 µL dNTPs (20 mM) ,  0,5 µL di primer F  (100 mM),  0,5 µL di 
primer R (100 mM),  0,3 µL di  Taq polimerasi Hot FIRE, 4 µL (80 ng) di DNA e 
H20. 
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Il profilo di temociclizzazione utilizzato è stato : 40 cicli di denaturazione a 95°C 
per 20 secondi, fase di annealing a 73°C per 30 secondi e fase di estensione a 
72°C per 20 secondi. Inoltre sono stati aggiunti una fase iniziale di denaturazione 
a 95°C per 15 minuti e una fase finale di estensione a 72°C per 7 minuti. Infine 6 
µl di prodotto di Prc sono stati fatti correre su un gel di agarosio al 2,5% per 15 
minuti utilizzando un Dna di 100 bp come ladder, per identificare gli alleli con 9 
ripetizioni del VNTR ( 440bp) e 10 ripetizioni (480bp). Controlli negativi sono stati 
inclusi in ciascuna Pcr. (Fig.14) 
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CAPITOLO 4 
ANALISI DEI RISULTATI 
 
4.1 EFFETTI DEK POLIMORFISMO rs886205 SULL’ESPRESSIONE GENICA 
DEL GENE ALDH2 INDOTTA DALL’ETANOLO. 
La quantificazione dei livelli di mRNA di ALDH2 è stata effettuata attraverso una 
real time rt-pcr e i relativi aumenti di espressione sono stati stimati come 
percentuali relative  rispetto ai livelli di espressione del gene housekeeping, 
RPLP0, confrontando i diversi gruppi: gruppo 1,soggetti omozigoti per l’allele 
comune (G/G) e il gruppo 2, soggetti eterozigoti ed omozigoti per l’allele minore 
(A/A + G/A).  
L’analisi della varianza non ha mostrato l’induzione dell’espressione genica di 
ALDH2 dopo l’ingestione di etanolo. Nel dettaglio, i valori di espressione 
sembrano rimanere stabili nel tempo nei soggetti del gruppo 2, e un aumento non 
significativo è indicato nei soggetti del gruppo 1 ( Pvalue = 0,5897) 
 
 
 
 
 
Incremento 
dell’espressione 
relativa 
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(Fig.15)  ALDH2 aumenta l’espressione genica nel tempo dopo l’ingestione di 
etanolo nel gruppo 1 e nel gruppo 2 : interazione e intervalli al 95%. 
 
 
Tabella : 6 
rs886205- Analisi della varianza per i valori di espressione- tipo III 
somma dei quadrati 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A: rs886205            0.000424401      1        0,000424401   0.29     0,5897 
 B: Time                0.000156776      2        0.000783878   0.54     0,5839 
 
INTERACTIONS 
 AB                     0.00292034       1        0,00146017    1.01     0,3694 
RESIDUAL                0.1085           75       0,00144666 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)       0.113           80      
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
 
 63 
1 2
Medie e Intervalli LSD al 95,0%
test
3,3
3,6
3,9
4,2
4,5
4,8
s
e
c
4.2  EFFETTO DEL CONSUMO DI ALCOOL SULLE CAPACITA’ DI GUIDA 
Il tempo di reazione sia nello stato sobrio che dopo l’ingestione di alcool è stato 
calcolato per ciascun partecipante al test del simulatore di guida, attraverso dei 
software connessi con il veicolo automatizzato. I nostri risultati hanno confermato 
un deterioramento cognitivo conseguente al consumo di alcool, con un incremento 
significativo del tempo di reazione dopo l’ingestione di alcool (test 2) rispetto allo 
stato sobrio (test 1) . Pvalue = 0,000. 
 
 
 
 
 
 
 
(Fig.16: aumento del tempo di reazione dopo l’ingestione di alcool : medie e 
intervalli di confidenza al 95%). 
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Per quanto riguarda il VNTR al 3’ dei gene DAT1, la popolazione in studio è stata 
suddivisa in tre gruppi: gruppo 0, che comprende gli omozigoti per l’allele 10R, il 
gruppo 1 che comprende gli eterozigoti  9R/10R, e il gruppo 2 che comprende gli 
omozigoti per l’allele 9R. La nostra analisi ha rilevato una leggera diminuzione 
significativa del tempo di reazione negli omozigoti per l’allele 9 repeat, sia in test 
condotti in stato sobrio (tabella 7 figura 17) che dopo l’ingestione di alcool (tabella 
8, figura 18). 
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Tabella 7: 
Analisi della varianza del VNTR al 3’ del gene DAT1 per il Test 
 1 – tipo III somme dei quadrati 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A: DAT1              6.96904             2        3.48452      10.48     0,0001 
 B: ID(DAT1)          170.046            32        5.31395      15.99     0,0000 
 
RESIDUAL              43.5475            131       0,332423 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)    218.926             165      
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
 
 
 
Fig.17: Associazione fra il genotipo per il VNTR al 3’ del gene DAT1 (gruppo zero: 
10R/10R; gruppo 1: 9R/10R; gruppo 2: 9R/9R) e il tempo di reazione nel test 1 
(senza aver assunto alcool). Medie e intervalli al 95%. 
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Tabella 8: 
Analisi della varianza del VNTR al 3’ del gene DAT1 per il Test 2 – 
tipo III somme dei quadrati 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A: DAT1              2.60329             2        1.30164      2.51     0,0853 
 B: ID(DAT1)          225.795            32        7.05608      13.58    0,0000 
 
RESIDUAL              72.2208            139       0,519574 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)     312.656             173     
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
 
 
 
 
Fig.18 : Associazione fra il genotipo per il VNTR al 3’ del gene DAT1 (gruppo zero: 
10R/10R; gruppo 1: 9R/10R; gruppo 2: 9R/9R) e il tempo di reazione nel test 2 
(dopo l’assunzione di alcool). Medie e intervalli al 95%. 
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CAPITOLO 5 
DISCUSSIONE 
 
Nelle fasi preliminari di questo studio, nel nostro laboratorio è stato svolto un 
lavoro volto a valutare le cinetiche di smaltimento dell’etanolo. Ciò ha permesso di 
confermare quella che già si sapeva dalla letteratura, ovvero che il metabolismo è 
più veloce il pomeriggio rispetto al mattino o alla sera.  
Cercando di dare una spiegazione concreta all'accelerazione del metabolismo 
osservato nel pomeriggio, abbiamo ipotizzato che potesse essere causata dall’ 
induzione di geni coinvolti nella eliminazione di etanolo, e abbiamo quindi allestito 
uno studio, di cui mi sono occupata, sulla espressione del gene ALDH2 attraverso 
esperimenti in vivo. 
Il nostro campione è ancora troppo piccolo per trarre conclusioni definitive, ma, 
finora, i risultati non seguono quelli ottenuti da Kimura et al. nel 2009 (25) su un 
campione di 21 maschi giapponesi. In questo studio, tutti i volontari hanno 
mostrato un aumento dei livelli dell’mRNA di ALDH2 dopo l'ingestione di etanolo, 
indipendentemente dal genotipo per il polimorfismo rs886205. I nostri dati, invece, 
non mostrano un significativo aumento dell’espressione del gene ALDH2 per 
entrambi i gruppi di soggetti analizzati (gruppo 1: G / G; gruppo 2: G / A + AA). 
Come spesso accade in alcuni lavori che si trovano in letteratura, gli autori hanno 
scelto di calcolare la dose di vino da somministrare solo sulla base del peso 
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corporeo, esattamente 0,4 g / kg di peso corporeo. Questa quantità di etanolo è 
molto più alta e molto lontana dalla quantità che un individuo  realmente consuma 
durante un normale pasto, e noi siamo propensi a credere che i risultati basati 
sulla somministrazione di una elevata dose di alcol non siano molto accurati e 
potrebbero dipendere dalla dose somministrata e non dall’effettiva risposta 
individuale. Quindi, abbiamo scelto di normalizzare la dose di etanolo sulle 
differenze di genere e BSA. Così facendo, abbiamo ottenuto una dose di etanolo, 
che varia da uno a due bicchieri di vino a persona, quantità molto simile alla dose 
di alcool ingerita durante un normale pasto. La nostra intenzione, infatti, è stata 
quella di ricreare condizioni il più vicino possibile alla realtà, in modo che i nostri 
dati possano essere utili nel contesto sociale. 
Per quanto riguarda aspetti più generali del consumo di alcol, le nostre simulazioni 
di guida hanno mostrato un rallentamento significativo del tempo di reazione di 
fronte a un evento improvviso dopo l'assunzione di una quantità moderata di 
alcool. Tale compromissione può essere dovuta in parte agli effetti dell'alcool sul 
cervelletto, che è stato monitorato da imaging funzionale durante la guida 
simulata. L’intossicazione alcolica acuta, infatti, incide temporaneamente sulla 
funzione cerebellare, producendo sintomi che somigliano ad una lieve o moderata 
atassia cerebellare, inclusa la perdita di coordinazione tra i movimenti oculari e 
altre azioni guidate dalla vista, ma molti aspetti della performance alla guida sono 
compromesse anche da dosi modeste di alcool (28). 
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Questa mancanza di coordinazione potrebbe spiegare in gran parte la riduzione 
della capacità e abilità durante la guida, che sono alla base delle statistiche degli 
incidenti. 
Per quanto riguarda il gene DAT1, il suo coinvolgimento nel decremento della 
capacità di guidare è sempre stato assunto indirettamente a causa della sua 
associazione con ADHD. In effetti, prove su strada e i risultati delle simulazioni di 
guida su adulti con ADHD mostrano un numero più elevato di incidenti ed urti in 
questi soggetti rispetto ai gruppi di controllo (30) e un decremento nelle prestazioni 
alla guida simulata (tempo di reazione, abilità nel mantenere la corsia e sterzo) 
con un decadimento cognitivo simile a soggetti che mostrano intossicazione da 
alcool (29). 
In ogni caso, il ruolo biologico del gene DAT1 e l'associazione tra il VNTR al 3’ e le 
ridotte capacità di guida non sono mai stati provati direttamente. I nostri risultati 
preliminari, invece, sembrano suggerire che tutte queste ipotesi siano corrette, 
rivelando l’associazione dell'allele 10R con un aumento del tempo di reazione 
nella guida simulata, e una reazione più rapida nei soggetti con genotipo 9R/9R. 
Questi risultati potrebbero confermare non solo l'associazione tra l’allele 10R e 
sintomi come la mancanza di attenzione, le reazioni lente, ma anche un effetto 
protettivo del genotipo 9R/9R contro comportamenti a rischio (42). 
Se i nostri risultati saranno confermati su un campionamento più numeroso, la 
variabilità a livello individuale potrebbero estendersi anche su popolazioni diverse. 
Nella popolazione europea, ad esempio, circa il 9% degli individui risulterebbe 
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essere molto reattivo (frequenza dell’allele 9R = 0,29), ma altre popolazioni, come 
quella giapponese e mongola, mostrerebbero solo l'1%, circa, di persone reattive 
contro il 99% di individui la cui risposta e il tempo di reazione sono più lenti. 
Queste differenze genetiche che influenzano le capacità e il comportamento 
individuale, contribuiscono a creare contesti sociali differenti all'interno delle 
diverse regioni, Stati e popolazioni, con problematiche sociali differenti da 
affrontare. 
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